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致 倦 库 蚊 对 登 寻 下 型 病毒 的 中 肠 感 染 
澳 超 , 赵 彤 言 ", 董 言 德 ， 陆 宝 诅 


(军事 医学 科学 院 微 生物 流行 病 研究 了 所， 北京 ”100071) 


屏障 作用 


摘要 : 为 探讨 致 倦 库 蚊 对 登 革 || 型 病毒 的 中 肠 感染 屏障 作用 ， 通 过 病毒 分 离 、 逆 转录 育 合 酶 链 反 应 、 透 射电 镜 等 技术 进行 
了 相关 研究 。 结 果 表 明 : 吸食 感染 性 血液 后 ， 登 革 || 型 病毒 能 侵 染 白 纹 伊 蚁 中 肠 上 皮 细 胞 并 大 量 复制 ， 但 不 能 侵 染 致 伴 库 
蚊 中 肠 上 皮 细 胞 。 以 上 研究 证 明 致 倦 库 蚊 对 登 革 || 型 病毒 存在 中 肠 感染 屏障 。 
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Mesenteronal infection barrier to dengue 2 virus in Culex pipiens quinquefasciatus 


(Diptera: Culicidae) 
XIE Chao, ZHAOQ Tong-Yan’ , DONG Yan-De, LU Bao-Lin (Institute of Microbiology and Epidemiology, Academy of 
100071，Chinay) 


Abstract: The mesenteronal infection barrier to dengue 2 virus was examined in Culex pipiens quinguefasciatus . Follow- 
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ing large dose oral infection，the viral replication was monitored with electron microscopy, and the viral nucleic acid was 
detected through RT-PCR at intervals in Cx. pipiens quinguefasciatus and Aedes albopictus. The results showed that the 
virus was replicated rapidly in Ae. albopictus after infecting mesenteronal epithelial cells. However, dengue 2 virus could 
not be detected in the same cells and other tissues of Cx. pipiens quinquefasciatus, which indicated that the virus was 
unable to infect and reproduce in it and suggested that the mesenteronal barrier to dengue 2 virus infection exist in this 
species of mosquito. 


Key words: Culex pipiens quingquefasciatus; Aedes albopictus; dengue 2 virus; mesenteronal infection barrier 


关于 致 倦 库 蚊 Culex pipiens quinquefasciatus 能 个 
传播 登 半 [[ 型 病毒 (dengue 2 virus，DEN-2》， 国 内 
外 存在 的 不 同 认识 ， 已 有 专文 讨论 ( 杨 佩 英和 秦 时 
德 ，1999)。 值 得 注意 的 是 ， 唐 士 元 等 《1987〉 据 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 





经 口感 染 和 胸腔 接种 登 革 病 毒 分 离 分 别 为 阴性 和 阳 
性 的 不 同 结果 ， 推 论 致 倦 库 蚊 不 能 成 为 有 效 媒介 的 
原因 是 由 于 存在 中 肠 屏 障 。 由 于 致 倦 库 蚊 广 布 于 我 
国 南 方 及 全 球 热 带 和 亚热带 地 区 ， 进 一 步 研究 确定 
致 倦 库 蚊 对 DEN-2 中 肠 屏 障 的 作用 具有 十 分 重要 
人 为 此 ， 作 者 以 有 效 媒 介 白 纹 伊 蚁 为 阳性 对 

照 ， 在 大 剂量 病毒 感染 的 基础 上 ， 通 过 病毒 分 离 、 
RT-PCR 检测 以 及 透射 电镜 等 方法 ， 探 讨 DEN-2 侵 
染 这 两 种 蚊虫 中 肠 的 规律 和 致 仅 库 蚊 对 DEN-2 的 
中 肠 屏 障 作用 。 
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白 纹 伊 蚊 和 致 倦 库 蚊 : 为 本 实验 室 养 殖 的 广州 
株 ，3~6 日 龄 成 蚁 。 在 25 + 1C、 相 对 湿度 〈80+ 
5)%、 光 照 14 hy 天 的 养 蚊 室 饲养 。 病 毒 : DEN-2， 


新 几内亚 B 株 ， 鼠 脑 传代 。 
1.2 方法 
1.2.1 人 工 感染 蚊虫 试验 : 取 3~6 日 龄 白 纹 伊 蚊 


和 致 倦 库 蚊 ， 饥 饿 18 ~ 24h 后 ， 吸 取 人 工 感染 鼠 
脑病 毒 悬 液 ， 病 毒 滴 度 TCID, 为 19”~ 1002。 吸 
血 1h， 置 4 爷 冷 冻 5 min 后 立即 挑 饱 血 蚊 ， 饲 喂 糖 
水 ，29+1% 饲 喂 21 天 。 同 时 设置 吸食 正常 鼠 脑 县 
液 的 蚊虫 为 阴性 对 照 ， 饲 喂 方法 同感 染 蚊 。 
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1.2.2 人 工 感染 蚁 忠 体 内 及 中 肠 组 织 内 DEN-2 的 
分 离 与 滴 度 测定 : 蚊虫 吸食 感染 性 血液 后 ， 分 别 于 
1h 和 1、3、5、7、14、21 天 收集 标本 ，50 只 /组 ， 
液 氮 冻 存 备用 ， 分 别 用 于 整个 蚁 体内 (10 只 /组 ) 
及 蚁 中 肠 组 织 内 (40 只 /组 〉 病毒 的 分 离 。 解 前 蚊 
中 肠 后 ， 以 磷酸 盐 缓 剖 液 (pH 8.0) 洗 3 次 。 以 1 
mL 无 血清 DMEM 培养 液 分 别 研磨 整个 蚊虫 和 解剖 
的 中 肠 组 织 并 过 滤 除 菌 ， 按 常规 方法 将 病毒 作 10 
倍 梯度 稀释 (10 : ~ 10 2)， 接 种 C6/36 和 白 纹 伊 蚊 
细胞 系 做 微量 分 离 培养 并 测定 病毒 滴 度 TCID,。 值 ， 
以 吸血 1 h 病毒 TCDs 值 为 零点 作 图 分 析 。 

1.2.3 ”RT-PCR 反应 检测 感染 蚊虫 体内 DEN-2: 

1) 标本 收集 : 分 别 于 吸食 感染 性 血液 后 1、 
3、5、7、14、21 天 收集 白 纹 伊 蚁 标本 ， 并 于 1h 
和 1、3、5、7、14、21 天 收集 致 倦 库 蚊 标 本 。20 
只 /组 ， 液 氮 冻 存 备 用 ， 另 收集 正常 白 纹 伊 蚊 和 致 
伴 库 蚁 各 10 只 冻 存 备用 ， 作 为 阴性 对 照 。 

2) 特异 性 引物 设计 与 合成 : P1 《上游 引物 ): 
CTGATTTCCAT CAJCIGITY CC CA/G) TG; P2 CF 下 
游 引 物 )，AAGCTTCAGATGGACTTT。 

3) 人 工 感 染 蚊 体内 病毒 RNA 的 提取 : 采用 
Gibco 公司 TRIzol Reagent 总 RNA 提取 试剂 ， 按 说 明 
略 加 改进 提取 总 RNA。 每 组 取 10 只 感染 蚊虫 ， 加 
入 1mL TRIzol 试剂 ， 迅 速 研磨 ， 而 后 室温 静止 5 
min; 加 0.2 mL 氯仿 剧烈 振荡 15 s，12 000 xg 离心 
15 min; 小 心 吸取 上 层 水 相 ， 用 异 两 醇 沉 演 ，70 乡 
乙醇 洗 1 次 。 提 取 的 RNA 溶解 于 适量 DEPC 处 理 的 
无 菌 水 中 ， 测 定 0D 与 0Dyw 值 ， 判 断 RNA 的 质量 
和 纯度 ， 于 - 70 人 储存 备用 。 

4) 病毒 cDNA 第 一 链 合 成 及 PCR 扩 增 : 利用 
TaKaRa 公司 RNA PCR 试剂 盒 反 转录 合成 cDNA 第 
一 链 。 反 应 体系 20 wuL， 按 以 下 条 件 进行 反 转 录 反 
YY; 42%，60 min; 99C, 5 min; 5C, 5 min。 反 
转录 合成 cDNA 第 一 链 后 ， 利 用 TaKaRa 公司 RNA 
PCR 试剂 盒 进行 PCR 扩 增 ，PCR 反应 条 件 如 下 : 
94 亿 预 变性 5 min; 94% 1 min; 55%C 1 min; 72%C 1 
min，30 个 循环 ，72% 延伸 8 min。PCR 反应 结束 
后 ，1.2% 琼 脂 糖 电泳 鉴定 结果 。 

1.2.4 透射 电镜 观察 人 工 感 染 蚊 虫 中 肠 上 皮 细 胞 
内 DEN-2 感染 : 吸食 感染 性 血液 后 ， 分 别 于 0.5、 
2、4、8、12、18、24、48 h 和 14 天， 每 组 取 5 只 
活 蚊 4 冰冻 5 min， 解 剖 拉 取 中 肠 ，2.5% 戊 二 附 
室温 固定 2 h。 爸 酸 缓 冲 液 4 人 气 过 夜 ，2% 钞 酸 固 定 
液 4%C 重 固定 2b2。 磷 酸 缓 冲 液 彻底 漂洗 。 乙 醇 脱 


水 、 Epson 包 埋 后 观察 切片 。 
2 结果 


2.1 经 口感 染 DEN-2 后 致 倦 库 蚊 和 和 白 纹 伊 蚊 体 内 
及 中 肠 组 织 内 病毒 的 分 离 与 测定 

2.1.1 人 工 感染 蚊虫 体内 DEN-2 的 分 离 与 滴 度 测 
定 《 图 1); 吸血 后 1 bh 直到 21 天, 均 从 人 工 感 染 
病毒 的 白 纹 伊 蚁 体内 分 离 到 了 DEN-2。 吸 血 后 1 h， 
白 纹 伊 蚊 体 内 病毒 滴 度 TCIDsg 为 109”, 感染 1 天 后 
病毒 TCID。 值 降 至 10428。 而 $ 天 后 和 白 纹 伊 蚊 体内 的 
病毒 滴 度 TCID 达 到 峰值 为 10*”， 表 明 此 时 病毒 
在 其 体内 已 大 量 复制 。 至 吸血 后 21 天 ， 仍 在 白 纹 
伊 蚁 体内 检测 到 病毒 ， 并 维持 在 一 定 的 水 平 
CTCIDs 为 102)。 了 吸血 后 1h 至 1 天 ， 从 致 倦 库 蚊 
体内 亦 分 离 到 了 病毒 ， 病 毒 滴 度 TCID。 分 别 为 
10?4 和 10;， 但 吸血 后 2 天 直至 第 21 天 ， 从 致 倦 
库 蚊 体内 一 直 未 检测 到 病毒 。 说 明 DEN-2 能 感染 
并 在 白 纹 伊 蚁 体内 复制 ， 却 不 能 感染 致 倦 库 蚁 。 
2.1.2 人 工 感染 蚊虫 中 肠 组 织 内 DEN-2 的 分 离 与 
滴 度 测定 《图 2); 自 吸 血 后 1 天 直到 21 天 ， 均 从 
吸食 病毒 的 白 纹 伊 蚁 中 肠 内 分 离 到 DEN-2。 吸 血 后 
1 天 ， 白 纹 伊 蚁 中 肠 内 病毒 滴 度 TCIDy 为 10”; 3 
天 后 中 肠 内 病毒 滴 度 达 峰 值 ，TCID。 值 为 10”， 表 
明 此 时 病毒 在 其 中 肠 上 皮 细 胞 内 已 大 量 复 制 。 之 后 
病毒 滴 度 开始 降低 ， 第 5 天 和 第 7 天 的 病毒 滴 度 维 
持 在 较 高 的 水 平 ，TCIDs 值 分 别 为 175 和 110”。 
至 吸血 后 21 天 ， 仍 在 白 纹 伊 蚊 中 肠 内 检测 到 病毒 ， 
并 维持 在 一 定 的 水 平 〈1052 )。 而 吸食 感染 性 血液 
后 1 天 ， 从 致 倦 库 蚊 体 内 亦 分 离 到 了 病毒 ， 病 毒 滴 
度 为 1055， 但 吸血 后 2 天 直至 第 21 天 ， 从 致 倦 库 
蚊 中 肠 内 一 直 未 检测 到 病毒 。 说 明 DEN-2 能 感染 
白 纹 伊 蚊 中 肠 上 皮 细 胞 并 进行 大 量 复 制 ， 但 不 能 感 
染 致 倦 库 蚊 中 肠 组 织 。 

2.1.3” ”RT-PCR 检测 人 工 感 染 蚊 体 内 DEN-2 的 核 
酸 : 吸血 后 1、3、5、7、14、21 天 均 从 白 纹 伊 蚊 
研磨 液 中 扩 增 出 约 500 bp 的 特异 病毒 核酸 片段 
(图 3: A); 在 吸血 1h 和 1 天 后 的 致 倦 库 蚁 研磨 液 
内 亦 扩 增 出 500 bp 左右 的 特异 条 带 《 图 3: B)， 但 
吸血 后 3 天 至 21 天 ， 均 未 扩 增 出 特异 条 带 。 这 一 
结果 与 病毒 分 离 结果 一 致 ， 提 示 吸 血 3 天 后 ， 致 倦 
库 蚊 体内 没有 病毒 存活 、 复 制 ， 因 此 检测 不 到 病毒 
核酸 。 
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图 1 经 口感 染 后 不 同时 间 致 倦 库 蚊 和 白 纹 伊 蚊 蚊 体 内 DEN-2 生长 曲线 
Fig. 1 Growth curves of DEN-2 in Ae. albopicius and Cx . pipiens quingquefasciatus after oral infection 
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图 2 经 口感 染 后 不 同时 间 致 倦 库 蚊 和 和 白 纹 伊 蚊 中 肠 组 织 内 DEN-2 生长 曲线 


Fig. 2 Growth curves of DEN-2 in mesenteron of Ae. albopictus and Cx. pipiens quingquefasciatus after oral infection 


2.1.4 经 口感 染 DEN-2 后 蚊虫 中 肠 上 皮 细 胞 内 
DEN-2 感染 的 透射 电镜 观察 ， 白 纹 伊 蚁 吸食 感染 性 
血液 后 2 h， 在 靠近 上 皮 细 胞 膜 内 、 外 侧 部 位 ， 均 
观察 到 裸露 的 病毒 粒子 ， 有 些 空 泡 内 也 有 病毒 粒子 
《图 4: A)。12~ 18 h， 细 胞 核 内 出 现 与 病毒 复制 有 
关 的 核 内 带 状 丝 ， 细 胞 内 亦 出 现 大 量 空 泡 ， 这 与 病 
毒 重 白 合 成 及 复制 有 关 ， 此 时 病毒 已 在 中 肠 上 皮 细 
胞 内 大 量 复制 。 有 些 空 泡 内 有 散在 分 布 的 病毒 粒 
子 ， 细 胞 质 内 则 有 由 病毒 核 衣 壳 构成 的 晶状体 结 


构 ， 有 的 晶状体 结构 由 多 达 上 于 个 病毒 核 衣 壳 均匀 
排列 构成 《图 4: B)， 一 个 细胞 内 可 观察 到 很 多 这 
样 的 晶状体 结构 。 感 染 后 48 h 以 及 经 过 一 定 的 潜 
伏 期 (14 天) 后， 在 白 纹 伊 蚁 上 皮 细 胞 内 ， 仍 观 
察 到 晶状体 结构 的 病毒 以 及 散在 的 病毒 颗粒 (图 
4: C)， 提 示 病 毒 在 该 蚁 上 皮 细 胞 内 可 持续 存活 并 
复制 。 而 致 倦 库 蚊 吸 食 感染 性 血液 以 后 ， 整 个 观察 
期 间 《〈 即 使 经 过 一 定 的 外 潜伏 期 )， 均 未 在 其 上 皮 
细胞 内 以 及 围 食 膜 内 发 现 DEN-2， 说 明 DEN-2 无 法 
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侵入 并 感染 致 倦 库 蚊 中 肠 上 皮 细 胞 。 
M 1234556 M 123 456738 





图 3 白 纹 伊 蚊 (A) 和 致 倦 库 蚊 (B) 体内 DEN-2 的 RT-PCR 检测 
Fig. 3 RT-PCR detection of DEN-2 in Ae. albopictus (A) and Cx. pipiens quinguefasciatus 
(B) at different times after oral infection 
A. M: TaKaRa DL2000 PCR 标准 (TaKaRa DL2000 Marker); 1 ~ 6: 分 别 为 感染 1、3、5、7、14、21 天 的 白 纹 伊 蚊 (in 1, 3, 5, 7, 14, and 
21 day(s) after infection with DEN-2, respectively); B. M: TaKaRa DL2000 PCR 标准 (TaKaRa DL2000 Marker) ; 1: 阴性 对 照 (control); 
2~8: 分 别 为 感染 1h 和 1、3、5、7、14、21 天 的 致 倦 库 蚊 (in 1 h, and 1, 3, 5, 7, 10, 14, and 21 day(s) after infection with DEN-2, respectively) 





图 4 白 纹 伊 蚊 中 肠 上 皮 细 胞 内 DEN-2 透射 电镜 观察 
Fig. 4 Electron-microscopic observation on distribution of DEN-2 in mesenteronal epithelial cells of 4e . albopictus 
A. 吸血 后 2 h (2 h after oral infection); B. 吸血 后 18 h (18 h after oral infection); C. 吸血 后 48 h (48 h after oral infection) 
D2: Dengue 2 virus; EC: 上 皮 细 胞 epithelial cell; MV: 微 绒毛 microvillar 


染 ， 其 中 “中 肠 感染 屏障 ”是 限制 许多 虫 媒 病毒 感 

3 讨论 染 蚊虫 媒介 的 主要 因素 之 一 (Leake，1992; 
Mclean，1955) 。 本 研究 中 通过 病毒 分 离 、 滴 度 测 

在 自然 界 中 ， 因 蚊虫 对 虫 媒 病 毒 (如 DEN 病 定 、RT-PCR 检测 等 方法 ， 从 多 方面 证 实在 相同 感 
毒 ) 存在 一 系列 的 屏障 作用 ， 而 完全 不 受 病毒 感 染 条 件 下 ，DEN-2 能 迅速 侵 染 白 纹 伊 蚊 中 肠 等 组 织 
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并 大 量 复制 ， 却 不 能 侵 染 致 伴 库 蚁 中 肠 组 织 。 整 个 
试验 期 间 《即使 经 过 一 定 的 外 潜伏 期 ;， 均 未 在 至 
倦 库 蚁 蚁 体 及 中 肠 组 织 内 分 离 到 病毒 ， 也 未 检测 到 
病毒 核酸 。 本 试验 是 在 大 剂量 病毒 (10*? ~ 10”5 
TCID。) 感染 的 基础 上 进行 的 ， 病 毒 滴 度 远 高 于 常 
见 的 疹 椎 动物 病毒 血 症 。 致 伴 库 蚁 中 肠 组 织 不 能 感 
染病 毒 并 非 因 病 毒 感染 剂量 低 所 致 。 由 此 可 见 ， 致 
倦 库 蚊 对 DEN-2 病毒 确实 存在 中 肠 感染 屏障 。 

蚁 忠 在 病毒 感染 中 的 中 肠 屏 障 ， 包 括 中 肠 胰 重 
白 酶 、 围 食 膜 和 (或 ;上皮 细胞 受 体 以 及 病毒 从 上 
皮 细 胞 逸 出 及 通过 基底 膜 等 因素 (Hardy et al.， 
1983)。 从 本 研究 结果 来 看 ， 由 于 致 伴 库 蚁 感染 
DEN-2 病毒 后 ， 病 毒 未 能 进入 中 肠 细 胞 。 因 此 ， 在 
中 肠 屏 障 中 起 作用 的 因素 应 该 是 胰 蛋 白 酶 、 围 食 膜 
或 (和) 中 肠 细胞 受 体 。 这 三 者 中 何者 起 主导 作用 
有 待 于 进一步 研究 。 
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